昆虫 学 报 Даа Entemologica Sinica, December 2002, 45 (6): 711-716 ISSN 0454-6296 


美国 白 蛾 核 型 多 角 体 病毒 p35 基因 的 
克隆 及 序列 分 析 


€] Jj BOF. лай, АНА, КЖЕ 


《苏州 大 学 生命 科学 学 院 ， 苏 州 215006) 


摘要 : 对 美国 白 蛾 核 型 多 角 体 病毒 〈HycuNPV， 瑟 phpanriria cunea nucleopolyhedrovirus) p35 基因 的 序列 分 析 表 明 : HycuNPV p35 
编码 序列 900 bp, 编码 299 氨基 酸 。 同 源 性 分 析 表 明 : HycuNPV p35 与 BomoNPV T3. AucaNPV. SpliNPV. LeseNPV. HearNPV 
TEE ERZKOE E 99.9%. 95.7%. 93.6%. 80.2%4187.2%, ТЕКО E 7g 99.7%. 90.3%. 77%. 64.995 8173.296, 
显示 了 杆 状 病毒 p35 基因 在 进化 上 的 保守 性 。BomoNPV T3 中 位 的 H^, ТЕ HycuNPV 中 被 有 取代。 推测 HycuNPV p35 ЖА #7 
功能 及 抑制 细胞 凋 亡 的 能 力 与 BomoNPV T3 p35 蛋白 的 相似 。 
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Cloning and nucleotide sequence analysis of the p35 gene of Hyphantria cunea nu- 


cleopolyhedrovirus 

CAO Guang-Li，XUE Ren-Yu: ZHU Yue-Xiong. WEI Yu-Hong: GONG Cheng-Liang' (Life Science College of Suzhou 
University: Suzhou 215006. China? 

Abstract: Sequence analysis of ће p35 gene of Hyphantria cunea nucleopolyhedrovirus CHycuNPV showed that the 
НусаМРУ p35 gene was 900 bp and encoded 299 amino acids. Compared with BomoNPV T3; AucaNPV, SpliNPV, Le- 
seNPV and НеагҸРУ, nucleotide and amino acid identity were 99,9%, 95,7%, 93.6%, 80.296. 87.296 and 
99.7%, 90.396. 77%. 64.9%, 73.2% respectively. and showed evolutionary conservation. Н? of BomoNPV T3 
p35 was replaced by К in HycuNPV p35. It is possible that the function апа anti-apoptotic action of HycuNPV p35 is 
similar to that of BomoNPV T3 p35. 
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核 型 多 角 体 病毒 Cnucleopolyhedrovirus:. NPV) 台 位 点 上 游 同时 具有 杆 状 病毒 星期 月 动 子 、 晚 期 局 





ЖЫ ІІ, Жары ТЕН ФИН, жа 
为 环 状 双 链 DNA。 目 前 NPV 已 发 展 成 为 一 种 比较 
成 熟 的 真 核 基 因 表达 载体 ， 在 细胞 、 昆 虫 中 表达 了 
数 百 种 外 源 基 因 。 细 胞 凋 亡 《apoptosis) 是 多 细胞 
有 机 体 为 调控 机 体 发 育 ， 维 护 内 环境 稳定 ， 由 基因 
控制 的 细胞 主动 死亡 过 程 ， 在 多 种 生物 学 过 程 中 都 
有 发 现 ， 杆 状 病毒 基因 组 中 也 存在 有 细胞 凋 亡 基 
因 ， 如 p35 基因 和 iap 基因 。 当 用 缺失 p35 基因 的 
ЕЕ ФО NPV (AucaNPV， Autographa california 
nucleopolyhedrovirus) 感染 SF-21 细胞 时 ， 就 可 以 观 
察 到 明显 的 细胞 凋 亡 现象 《Clem et al.» 1991). X} 
AucaNPV 的 p35 基因 序列 分 析 表 明 : 该 基因 翻译 起 


动 子 的 基 序 ， 编 码 35 kD 蛋白 ， 其 功能 与 编码 细胞 
凋 亡 抑制 蛋白 的 ѓар 基因 相似 (Crook et al.. 
1993)， 能 抑制 病毒 感染 所 诱导 的 细胞 凋 亡 ， 为 负 
相 调节 基因 。p35 基因 及 其 在 不 同 昆 虫 细胞 中 的 功 
能 可 能 是 多 样 的 。 家 和 奏 核 型 多 角 体 病毒 T3 株 
CBomoNPV T3. Bombyx mori nucleopolyhedrovirus T3 
strain? 也 具有 p35 基因 ， 也 能 在 阻止 BmN 细胞 凋 
亡 中 起 作用 ,但 当 用 p35 基因 缺失 的 BomoNPV R 
变 系 感染 时 ， 部 分 细胞 发 生 了 凋 亡 ， 而 男 一 些 细 胞 
则 能 充分 支持 病毒 的 复制 (Kamita et al.，1993)。 
为 了 进一步 研究 p35 基因 的 变异 及 功能 ， 我 们 对 美 
白 蛾 核 型 多 角 体 病毒 《Hyphaniria cunea nucleopoly- 
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hedrovirus. HycuNPV) 的 p35 基因 进行 了 克隆 及 序列 
分 析 ， 并 与 其 它 NPVp35 基因 进行 了 比较 。 


1 材料 和 方法 


1.1 细胞 株 、 病 毒 、 质 粒 

SPIM 细胞 、HycuNPV 由 日 本 三 重大 学 分 子 生 
物 工学 实验 室 提 供 ， 本 实验 室 保存 ; E. сон 的 TG 
菌株 、 测 序 质 粒 载 体 pBluescript |І SK C+) САшр”) 
由 中 国 科 学 院 上 海 生 物化 学 研究 所 提供 ， 本 实验 室 
保存 。 
1.2 试剂 

T, DNA 连接 酶 、 限 制 性 内 切 酶 及 其 它 试剂 购 
T GIBCO BRL 公司 ， 高 保 真 Taq 酶 购 于 上 海 生 工 生 
物 技 术 服 务 有 限 公司 。 
1.3 引物 设计 

根据 BomoNPV T3 fk p35 序列 (Kamita et al.， 
1993)， 通 过 计算 机 辅助 设计 一 对 引物 ， 由 上 海 生 
工 生物 技术 服务 有 限 公 司 合 成 。 引 物 分 别 为 : 

P35-1: 5'-CAGGATCCATGTGTGTAATTTTTCC-3' 

P35-2: 5'-AATCTAGACATCTCA AATCTTGCG-3' 
1.4 病毒 DNA 的 制备 

收集 病毒 感染 的 SPIM 细胞 培养 液 ，8 000 r/min 
离心 10 min, LARA SW-27 转子 24 000 r/min 超 
离 30 min; 将 沉淀 的 病毒 粒子 县 于 1 mL 的 TE (pH 
8.00 8, ЖАВ К 至 终 浓 度 为 50 pg/mL, 50% 
水 浴 2 h; 再 加 Sarcosyl = 0/8 91%. 509C2K38 
2h: 用 等 体积 过 饱和 酚 、 和 氯仿 / 异 戊 醇 (24:1) 各 
抽 提 一 次 ，12 000 r/min 离心 5 min， 上 清 加 入 2.5 
倍 体积 的 059515 HS, DNA RRR., ARA 
HB. 709 8] LRR R АЖА А, 
醇 ， 溶 于 适量 TE 中 ; Віз, 4с У. 
1.5 克隆 与 测序 

用 HycuNPV DNA 作为 模板 ， 进 行 PCR 体外 扩 
增 。PCR 扩 增 条 件 为 : 94 C 1 шіп, 507€ I шіп, 
72*C 1.5 min, $ 30 个 循环 。PCR 产物 经 低 融 点 琼 
脂 糖 回收 后 ， 用 BamH |. Xba | 双 酶 切 ， 克 隆 进 
pBluescript |І SK (+) 的 BamH |. Xba | А, 
经 Sal | 、BamH | Ха | ЕНЕ, B E 
生 工 生物 技术 服务 有 限 公司 双 问 自动 测序 。 克 隆 策 
WS WE] 1. 
1.6 同 源 性 分 析 

应 用 PC/gene Cver 6.8 Intelli Genetics? Clustal 程 
序 进行 。 
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Fig. 1 Construction of clon vector 


2 ”结果 和 和 分析 


2.1 HycuNPV 基因 的 核 苷 酸 序 列 

PCR 产物 经 低 融 点 琼脂 糖 回收 后 ， 克 隆 进 
pBluescript || SK C+) 的 BamH |. Жа | А, 
经 Sal | . BamH | + Ха | « Sal | + Xba | ЖЕ) 
鉴定 (图 2) 后 ， 由 上 海 生 工 生 物 技术 服务 有 限 公 
司 自 动 测序 。 





图 2 fH RBS D) S E 
Fig. 2 Restriction detection of recombinant vector 
1: 标准 mado ADNA/Hindll: 2: PCR 产物 the purified PCR products: 
3: BamHI + Ха1: 4: Sail: 5: Sa I + Xtal 


HycuNPV p35 基因 的 核 背 酸 序列 如 图 3 Вт. 
HycuNPV p35 基因 编码 序列 为 900 bp. #810 200 A 


曹 广 力 等 : 美国 白 蛾 核 型 多 角 体 病毒 p35 基因 的 克隆 及 序列 分 析 


ATGTGTGTAATTTTTCCGGTAGAAATCGACGTGTCCCAGACGGTTATTCGAGATTGTCATGTGGACGAACAAACCAGAGAGT'T GGTGTAC 
M C V I FP VE I DV SQ TVYVI RDCHVY*DEQT REL VY 
ATTAACAAGATTATGAACACGCAATTGACAAAACCCGTTCTCATGATGTTTAACATTTCGGGTCCTATACGAAGCGTTACGCGCAAGAAC 


IN K IM NN TQ LT EKPVLMMFNISGPIRSVTRKSN 


AACGATTTGCGCGACACAATAAAATCAAAAGTCGATGAACAATTTGATCAACTAGAACGCGAATACAGCGATAAAATTGATGGATTTCAC : 


k D LOEODOR- bOESOK Y Do ES QSBODOQ ЕКЕЛ-ЕЛРЖ IOB € ECE 
GATAACATCCAGTATTTTAAAGATGAACACTATTCGGTAAGTTGCCAAAATGGCAGCGTGTTGAAAAGCAAGTTTGCTAAAATTTTAAAA 


DN IQYFEKDREHYSVSCQNGSVLKSKFAKILK 


AGTCGTGATTATACOGATAAAAAGTCTATTGAAACTTACGAAAAATACTGTTTGCCCCAATTGGTCGACAAACACAACCACTGCTACCTG i 


5 R DY TD EK Ks IETYERYCLUPGQLVDKHNDOCIYWY,- 
GCGGTATGCGTGTTGAAGCCGGGATTTGAGAACGGCAGCAACCAAGTGCTATCTTTTGAGTACAACCCGATTGGTAACAAAGTTATTGTG 
A- Y-C. V L 'K.PR CG.R B N G S NM Q V ES I-.E. Y NP I 6 NM K V TL Y 
CCGTTTGCTCACGAAATTAACGACACGGGACTTTACGAGTACGACGTCTTAGCTTACGTGGACAGTGTGGAGTTTGATGGCAAACAATTT 


PFAHEINDTGLYEYDVLAYVDSVEFDGRKGQF 


СААСАСТТТСТАСАААААТТААТАТТССССТССТССТТСААССАТТСССААААССТТТТАТАТТАСААССААСССТССАААЛАСАААААС 7 


E E F VQ KE. I L P5 SF N DS5 EK VL Y Y N B AS K N K N 
ATGATCTACAAGGCTTTGGAGTTTACTACAGAATCGAGCTGGGTCAAATCCAACAAGTTTAATTGGAAAATTTTTTGTAACGGTTITATT 
M I Y KALEEFTTESSW/VKkKSNKFNY.ÀKIFCNGEFI 
TATGATAAAAAATCAAAAGCGTTGTATGTTAAATTGCACAATGTAACTAGTACACTCAACAAAAATGTAATATTAGACATGATTAAATAA 


Y DK K SK AL YVKLHNVYTSTLNENVYILDAHAMIKM 


ATGTTAAAATTTATTGCCTAATATTATTCTTTGTCATTGCTTGATCGTSTTTTACGAATATAATTCTACTCCTAACGCAAGATTTGAGATO 991 





图 3 HycuNPV p35 基因 的 核 背 酸 序 列 以 及 推测 的 氨基 酸 序 列 
Fig. 3 HycuNPV p35 nuclear acid sequence and its predicted amino acid sequence 
下 划 线 表示 以 BomoNPV T3 的 p35 基因 设计 的 引物 序列 
Primer sequence underlined was designed for BomoNPV T3 р35 


713 


基 酸 ， 与 BomoNPV T3 (Kamita et al.» 1993). Au- 
caNPV (Clem et al.» 1991) ~ HearNPV С Heliothis ar- 
migera nucleopolyhedrovirus: РЕЛЕ NPV; GenBank 登 
i4 97g AF063105) 一 样 ， 比 SpliNPV С Spodoptera li- 
tura nucleopolyhedrovirus， 和 斜纹 夜 蛾 NPV. GenBank 
登记 号 为 Y10254) 的 p35 基因 多 9bp， 即 多 3 TA 
基 酸 残 基 ， 比 LeseNPV С Leucania separata nucle- 
opolyhedrovirus. Ji = NPV; GenBank 登记 号 为 
AF068929) 的 p35 基因 少 9 bp， 即 少 3 个 氨基 酸 残 
基 。 
2.2 同 源 性 分 析 

应 用 PC/gene Cver 6.8 Intelli Genetics) Clustal ЖЕ 
序 对 НусиМРУ. BomoNPV T3. AucaNPV. SpliNPV. 
LeseNPV. HearNPV 的 p35 基因 进行 同 源 性 分 析 ， 
结果 如 图 4 和 图 5 所 示 。HycuNPV p35 与 Bomo 
NPV T3. AucaNPV. SpliNPV. LeseNPV. HearNPV 在 
ЕЖЕН ЛЛ 99.9%. 95.7%. 


93.6%、80.2% 和 87.2%， 在 氨基 酸 水 平 上 的 同 源 
性 分 别 为 99.796. 90.396. 77%. 64.9% 和 
73.2%， 表 现 出 杆 状 病毒 p35 基因 在 进化 上 的 保守 
性 。HyeuNPYV 5 BomoNPV 2 ХЕ із, ТЕРЕ 
水 平 、 氨 基 酸 水 平 都 表现 出 很 高 的 同 源 性 。 应 用 
Chou-Fasman 和 GOR 法 分 析 表 明 ， 杆 状 病 毒 的 p35 
不 仅 在 一 级 结构 上 同 源 性 较 高 ， 而 且 在 二 级 结构 上 
也 呈 非 常 好 的 保守 性 。 

对 已 知 的 一 些 杆 状 病毒 的 p35 基因 进行 对 比 进 
化 分 析 发 现 ，HyeuNPV 与 BomoNPV 处 于 同一 分 校 ， 
这 与 来 自 于 HycuNPV 的 其 它 基 因 的 进化 分 析 结 果 
—8x CHI JẸ, 2001: 页 成 恨 等 ，1998，1999)。 
从 分 子 水 平 研究 杆 状 病毒 的 进化 机 制 是 杆 状 病毒 研 
究 的 一 个 重要 内 容 ，NPV p35 基因 是 一 个 比较 保守 
的 基因 ， 我 们 用 p35 基因 比较 了 几 种 杆 状 病毒 的 亲 
ЖЭ, 5 NPV 的 多 角 体 和 蛋白 基因 Cou? 等 基因 
在 进化 树 中 遗传 关系 上 一 致 。 
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ATGTGTGTAATTTTI 


ATGTGTGTAATTTTTC-CGGTAGATTTC 
ATGTGTGTAATTTTTCGCGGTAGAAATC 
ATGTGTGTAATTTTTC-CGGTAGAACTC 


жоодо деце Жж k 


C CGCTAGAAATCGACGTGTCCCAGACGGTTATTCGAGAT TG 
ATGTGTGTAATTTTITC-CGGTAGAAATCGACGTGTCCCAGACGGT 
ATGTGTGTAATTTTTC CGGTAGAAATCGACGTGTCCCAGAC 
GACOTCTCCCAGCACG 
ЗАСОТОТССО- AGAC 
JATGTATCCCAACC 


жж, жжж ж, ж 


CATGTGGACGAACAAACCAGAGAGTT 
ТАТТССАСАТТСТСАТСТССАССААСАААССАСАСАСТТ 
GATTATTCCACATTGTCAGGTGGACAAACAAACCAGAGAGTT 
TTTICGAGATTGTCAGGTGGACAAACAAACCAGAGAGTT 
GATTAT CGAGATTGTCAGGTGGACAA -CAA-CCAGAGAGTT 
GATTATTCGAGATTGTCAGGTGGACAAACAAACCAGAGCAGTT 
х, Жж ck ЖЖЖ, ЖЖЖ Ж ЖЖЖ ооа 


uri 


Uni 


GGTGTACATTAACAAGATTATGAACACGCANTTGACAAAACCCGTTCTCATGATGTITAACATTTCOGGI ГССТАТАССААСССТ 


СОТОТАСАТТААСААСАТТАТСААСАСОСААТТСАСААЛАСС 
GGTGTACATIAACAAGATTATGAACACGCAATTGACAAAACCCGTTCT 
GGTGTACATCAACAAGATTATGAACACGCAATTGACAAAACCCGTT 
TATGAAC -CACAATTGACAAAACC 
GGTGTACATTAACAAGACCACGAACACGCAACCGACAAAACCCCTTCTCACGATGT 


G-TGTACAT АСАСА 





Ж ЖЖК Жж, 
ТАСОСОСА 


六 жж ж жж 
VAGAACAACGATTTGCGCGACAGAATAAAAT 


TACGCCCAAGAACAACAATTTGUGCGACAGAATAAAAT 
TACGCGCAAGAACCACAATTTGCGCGGCAGAATAAAAT 
TACGUGCAAGAACAACAATTIGCGCGACAGAATAAAAT 


AACGCOCAAG GR ПИА OL OACADADT 
„ЗБОЮ Ж, 


ATAAAATTGATGGATTTCACGATAACATCCAGTATTTT 
ATCAAATGGATGGATTCCACGATAGCATCAAGT: 
ATCAATTGGTTGGATTCCAAGTTAGCATCAAGTAT 
ATCAAATGGATGGATTCCACGATAGCATCAAGTATT 


p 


Ше 
3-- 


Le 





ЖЖ ЖЖ ck ck dokdekdek cx ж жәе жж жж 
ДААССЛАСТТТОСТАЛАЛАТТТТААААЛОТСОТОАТТА 
AAAGCAAGTTTGCTAAAATTTTAAAAAGTCAT I'GATTAT 
AAAGCAAGTTTGCTAAAATTTTAAAGAGTCATGATTA 


AAAGCAAGTTTGCTAAAATCTCAAAGAGTCATCATTATACCGATAAAAAGTCTAT 
ACCGATAAAAAGCTCTA 
GCCGAT 
ЖЖЖ, Же, Жо жодоо Жоо ж, жж жж, жж 
GAAGCCGGGATTTGACAACGOCAGCAACC 4 
'"GAAGCCGGGATTTCACAACGGCAGCAACC - 
-GGTATGCCTGTTGAAGCCGGGATTTGAGAACGGCAGCAACC < 
TGAAGCCGGGATTAGAGAACGGCAGCAACC 4 
IGAAGCCGGGATTTGAGAACGGCAGCAACC 487 


AAAGCAAGTTTGCTAAAATTTTAAAGAGTCAGGATTAT 
ЛЛАССААСТТТССТААААТТТТАСАСАСТСАТСАТТАТ 
Зое Жооок ж ж ж, жжжж, 

CCAA TIGGICGACAAACACAACGACTGCTACGTGGC 
CCAA- TIGGTCGACAAACACAACGACTGCTACGTGGC 











CAAA-TTGGTCGACGAACGCAACGAGTACTACGTOGC-—- 


ж жж ЖЖЖ ck ЖЖ Ж Жж. жж, ж, Жоо 


AAGTGCTATCTTTTGAGTACAACCCGATTGGTAACAAAGTTATTGTGCCGTTTGCTCACGAAATTAACGACACGGGACTTTACG 5 


жж 
"ATACCGA' 
ACCGAT 
TACCGATAAAAAGTCTATTGAAG-CTTAC-GAGAAATACTGTTTGCC. | 
I6AAG ne GAGAAATACTGTTTGCC - 


-OGGTATGCGTGT 
САЛА TTGGTCGACGAACGCAACGACTACTACGTGGC--——- 
-— GG 
CAAACTTGGTCGACGAACGCAACGACTACTACCTOGC- ~" 
CAAATTTGGCC-AC---CGCAGCGGCTTCTACGTGGCCTTGGCGCT 


CGTTCTCATGATGTTTAACAT 
CATGATGTTTAACA 
“ТСАТСАТОТТТААСТ 


ТОАТСАТОТТТ 


TICGGGTCCTATACGAAGCGT 
ТТТССОСТССТАТАССААСССТ 
TTTCGGGTCCTATACGAAGCCT 
AACATTICGGGTCCTATACGAACGGT 

TTAACATTICGGGCCCTATACGAAGCGA 


ge 








GTT 


一 











FREES Rk eE EEE ЖЖЖЖЖЖЖЖЖЖ ЖЖЖ ЖЖЖ ЖЖЖ ЖЖЖ 

"CAAAAGTCGATGAACAATTTGATCAAC-TAGAACGCGAATACAGCG 2 
TACGCGCAAGAACAACGATTTGCGCGACAGAATAAAATCAAAAGT 
CAAAAGT 
CAAAAG. 
|CAAAAGT 
AAAATCAAAAGAACACGAACAATTTGATCCGC-TACAACGCGATTOGAGCG 2 
ЖЖЖ, xo okekaokoteleeekexok, 
ATAAAATIGATGGATTICACGATAACATCCAGTATTTTAMGATGAACACTATTCOGT 
AMAGATGAACACTATTCGGT 
ТТТТАААСАТСААСАСТАТТСССТ 





CGATGAACAATTTGATCAAC-TAGAACGCGAATACAGCG 2 


"CGAAGAACAATTOGATCAAC TAGAACGGGATTACAGCG 
'CGATGAACAATT GATCAACCTAGAACGCGATTACAGCG 





ж ЖЖЖ жж 


AAGU 


X ЖК Жжж Жж Ж, dope 
TOCCAAAATOGCAGCGTGTTGA : 


'AAGTTCGCAAAATGGCAGCGTOTTGA < 
GARCACTATICGGTACGTTGCCAAAACCGCAGCGTGTTTÀ < 
жж cbxokek ckek ck ЖЖЖ КК. доодо ж 
'AAAAAGTCTATTGAAA СТТАС GAAAAATACTGTTTGCC < 
AAAAAGTCTATTGAAA CTTAC- -САААААТАСТСТТТССС 4 





TIGAAGTCTIACTGAGAAATACTCTTTGCC 4 
ATTGAAG-CTTAC-GGGAAATTCTTTTTGCC < 





AAGAAGTGTA 
GOTATGCGTGT 


"ATGCGTGT 
GGlATGCGTGT 
ATCAGTATGGAAGCCAGGCTTGGAGAACAGCAGCTTCC 
六 六 六 六 六 。 жж, Ж, ЖКЖ, ЖЖ Жж, жж, Хожо kk 





AAGTGCTATCTTTTGAGTACAACCCGATTGGTAACAAAGTTATTGTGCCGTTTGCTCACGAAATTAACGACACGGGACTTTACG 


AAGTGCTATCTTTCGAGTACAACCCGATT 
AAGTGCTATCTTTCGAGTACCACCCGAT 
AAGTGCTATCTTTCGAGTACAACCCGATTGOTAACAAAGTT 
AAGTGCTATCTTTCGAGTACAACCCGGATTCTTACAAAGTT 
ЕН ЕЖ есе Же, 


GGTAACAAAGT 


AGTACGACGTCTTAGCTTACGTGGACAGTGT: 
AGTACGACGTCGTAGCTTACGTGGACAGTGT 
GGTACGCCGTCGTAGCTTACGTTGACAGTGT 
AGTACGACGTCOTAGCTTACGTGGACAGTG 
АССАССАССТСОСАСССААССАССАСАСТСТ 

ЖЖЖ Же, Ж ck Жоо жж, 


GGAGTTTGA 





[GCAGTTTGA 





CGT CG- 











dock Ж, E, aokk, xk ж. 
TTACTACAGAATCGAGCT 
TTACTACAGAATCGAGC 


„Жж жж 





ТТАСТАСАСАААССАССТ 


VTATTGTGCCGTTTGCTCACGAAATTAACGACACGGGACTTTACG 
[GGTAACAAAGTTATTCT 
АТІСТ 
ATTGT 


OGCCGUTTGCTCACGAAATGAACGCCACGGGCCTTCACG 
GCCGTTTGCTCACGAAATTAACGACACGGGACTTTACG 
GCCGTT 





2. ЖЖ жж , ж 


TGAAGAGTTTOTACAAAAATTAATATTGCUGT 


ATGGCAAACAATTTGAAGAGTUTGTACAAAAATTAATATTGCCGT 
GCAGTTTGATOGCGAACAATT 
TG6CGAACAAGCCGAGGAGCTTGTGCAGAGTTTAATTTGGCCGT 
TGCAGTTTGATGGCGAACAATTIGAAGAGTITGTGCAGAGTTTAATATTGCCCT 

CGAGGAAGAGCGUGCAAAGGCGGAAAACCGCGTGCAGAGTTTAA 
à Жж, жж, 
CGT -Со-- -ТТСААССАТТСОСААЛАССТТТТАТАТТАСЛАСОААССОТССАААААСАДАДАСА, 
CGT-CG--TTCAACGATTCGGAAAAGGTTTTATATTACAACGAAGCGTCGAAAAACAAAAACAT 
CGT-CG--TTCAAAAATTCGGAAAAGGTTTTATATTACAACGAAGCGTCGA AAAACA AA AGCA? 
GTCCTGAGTTCGGCAAAGGTTTTATATGCTGGCGAAGCGCCGGCCTCCACGCOCAT 
CGTTCG--TTCAA--AATCGGAAA--GTTTTATATTACAACGAAGCGTCGAAAAACAAAAGCATGATCTACAAGGCITTAGAGT 7 
COTGCTGCTTCAAAAATTCGGAAAACCTTTTCTCTTGGGGCGAAGCGTICGAAAAACAAAAGCAT 
xolekoteketek. Жж, 
GGGTCAAATCCAACAAGTTTAATTGGAAAATTTTTTGTAACGGTTTTATTTATGATAAAAAATCAA 
TGGGTCAAATCCAACAAGTTTAATTGGAAAAT 
ТТАСТАСАСААТССАССТСССССАААТСССААААСТАТААТТССААААТТТТ 
GGGGCAAATCCGAAAAGCTATAATTGGAGAATCTTCTGTAACGGTCGTATTTATGATCAAAAACCAA 


TGAAGAGTTTGTGCAGAGTTTAATATTGCCGT 








:TGCCGC 
. ЖК. жж ck, S жә 。 etelek 
GATCTACAAGGCTTTGGAGT 
GATCTACAAGGCTTTGGAGT 
GATCTACAAGGCTTTAGACT 
"CATCTACAACGCTTTAGAGT 


жж, x o 


CGTGGTACAACCCAAAAGAGT 


2 ЖЖ. ЖЖЖЖ. ЖК Ж. жж 
TTTTTGTAACGGTTTTATTTATCATAAAAAATCAA 


ТТСТААСССТТТТАТТТАТСАТААААААТСАА 





TTACTACAGAATCGAGCTGGGGCAAATCCGAAAAGTATAATTGGAAAATTTTTTGTAACGGTTTTATTTATGATAAAAAATCAA 
TTACTACAGAATGCAGATGGCCCAAATCCCAAAACAATAATTGGAAAATTTTTTGTAACCGTTTTATTTATGATAAAAAAAGAA 


ЖЖЖЖЖЖЖжжжж, Жж жж. жжжжжжж ж жж, 


жж, жә 
AAGCGTTGTATGTTAAATTGCACAATGTAACTAGTACACTCAACAAAAATGT 
AAGCOGTTGTATGTTAAATTGCACAATGTAACTAGTACACTCAACAAAAATGT 
AAGTGITGTATGTT "AAATTGCACAATGTAACTAGTGCACTCAACAAAAATGCT 
AACTGCTGTATGTTAAATTGCACAATGGAACTAGTGCACTCAACAGAAATGCAATATCAAACACAACT- 
ААСТСТІСТАТСТТАААТТССАСААТСТААСТАСТССАСТСААСАААААТСТААТ 


ЖЖ cekekekek ЖЖ жож kokk 
АҚТАТТААСАТСАТТ------ AAATAA 
АЛТАТТАСАСАТСАТТ------АААТЛА 
ААТАТТАЛАСАСАЛТТ------АААТАА 
-АААТАА 
АТТАААСАСААТТ------/ АДАТАЛ 


жж 








AACTGTTGTATGTTAAATTGCACAATCTAACTAGTGCACTCAACAAAAATGTTATATTTAACACAATTTTTTTAATGTAA 


ЖЖЖ Ж. okejotojotorotetolokeotojoteetelokeokeke, Ж, жоок ж, ОО ЖЖ 


ЖЖЖ ж.ж Ж,, ЖЖЖ 


图 4 杆 状 病毒 p35 基因 核 背 酸 序列 同 源 性 比较 


Fig. 4 Homology analysis on the p35 nuclear acid 


sequence of baculovirus 





CGATGAACAATTTGATCAAC-TAGAACGCGATTACAGCG. 25 


AAGTTGCCAAAATGGCAGCGTGTTGA : 
"AAGTTOCCAAAATGGCAGCGTGTTGA | 
TCAAGATGCCCAATATTGOGAAAGTTGCCAAATTGGCAGCGTGTTGA : 
TAAAGATGAACACTATTCGGT 
ATCAAATGGGTGGATTCCACCATAGCATCAAGTATTTTAGGGAT 


TGGTICACGAAATTGGCGTCACGGGATGTTTAG 5 
ж, Жж, Жи ӘК ЖЖ ӘЖЕ, 
AGTACGACGTCTTAGCTTACGTGGACAGTGTGGAGTTTGATGGCAAACAATT 
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MCV IFPVETDVSQTVIRDCHVDEQTREL- VY INKIMNTQLTKPVLMMENISGP IRSVTRKNNDLRDRIKSKVDEQFDQLEREY 
MCVIPFPVETDVSQTY LRDCHVDEQTREL - VY INK LMNTQLTKPVLMMFNTSSGP TRSVTRKNNDLRDR | KSKVDEQFDQLEREY 
MCVIPFPVEIDVSQTIIRDCQVDKQTREL -VY INKIMNTQLUTKPVLMMFNISOPIRSVTRKENNNLRDRIKSKVDEQUDQLERDY 
umi m MeL EEQLDQLERDY 
MCVIFRGRNRRVQI I IEIVRWTT-TRELCTYRY --EPQLTKPVLMMENTSSP І RTVTRKNNNLRDRIKSKVDRQL I NLERDY 
сои NYINKTTNTQPTKRPVLTMFNTSGOPI |RSFTRKNKPKRDRTKSKEIEQEDPLRDA 
ЖААБ, 222. жюк Ж Ж Жок жж, Жжжжж, okk, ж ЖЖЖ жж жж 


SDKTDGFIDNTQVFKDEHYSVSCQNGSVLKSKEAKTLKSRDY TDKKS TETYEKYCL- PQLDKHNDCYVA --VCVLKPGFING 
SDKIDGFHDNIQYFKDEHYSVSCQNGSVLKSKFAR ] LRSHDYTDKKSIETYERYCL-PQUVDKHNDCYVA — VCVLKPGFENG 
SDOMDGFHDS IKYFKDEUYSVSCQNGSVLKSKFAK 1 LKSHDYTDKKS IEAYEKYCL-PKIVDERNDYY VA-- VCVLKPGFENG 
SDQLVGFQVSIKYFQDAQYWESCQIGSVILKSKFAKISKSHHYTDKKSIEAYERYCL PKLVDERNEYYVA—- VCVLKPGLENG 
SDQMDGEHDS IKYFKDEHYSVSSQNGSVLKSKF AK LLKSQDY TDKKS LEVLLRNTVCPNLVDERNDYY VA --VCVLKPGFENG 
ED M -PKF-GHRSGFYVALAVS VWKPGLENS 


162 
162 
162 
162 
160 
163 


715 


хк. ЖЖ ok жж Жж 


жж, dekyok жж |ж, |ж, ЖКЖ, жж, : * жжж 


ж.ж жжж жж, 


HC | SNQVLSFEYNPIGNKVIVPPAHEINDTGLYEYDVILAYVDSVEFDGKQFEEFVQKLILPSSFNDSERVLYYNEASKNKNMIYKA 216 
ТЗ SNQVLSFEYNP LGNKV E VPFAHEINDTGLYEYDVLAYVDSVEFDGKQUEEFVQKL I LPSSENDSEKVLYYNEASKNKNMIYKA. 216 
АС SNQVLSFEYNP IGNKV LVPFAHELNDTGLYEYDVVAYVDSVQEDGEQPEET VQSI. H.PSSERNSEKVLYYNEASKNKSMIYKA. 216 
HÀ  SNQVLSPFEYHP J GRKV LYPFATEMNATGLHGYAVVAYVDSVQFDGEQAEELVQSL [WPSSVLSSARVLYAGEAPASTRMIYKA 216 
SL SNQVLSPEYNPTGNKV I VPFAHEINDTGLYEYDVVAYVDSVQFDGEQPEEFVQSL 1.25 FVQNRKVLYYNEASKNKSMIYKA 214 
LS SFQVLSFEYNPDCYKVIVPFGIEIGVTGCLDDDVAAKQDSVEEERAKAENRVQSLMPPCCFRNSENLLSWGEASKNKSMWYNP. 217 





六 Жоок, ж одож, Ж. жж 


Жж kk | 


HC | LEFTTESSWVKSNKFNWK JFCNGE IYDKKSKALYVKLHNYTSTLNKNVILDMI K 299 
T3. LEFFTESSWVKSNKFNWRTFCNCFE I YDRKKSKALYVKLIINVTSTLNKNVILDM1—-K 299 
AC | LEFTTESSWGKSERYNWRIFCNGE 1 Y DKKSKVLYVKLIINVTSALNKNY ILNTI--K 299 
HÀ | LEPTTETSWGKSERYNWR [FCNGRIYDQKPKVVYVKLHNGTSALKRNAISNTS--K 299 
SL LEFTTESSWGKSEKYNWKIFCNGFIYDRKSKVI Y VKLIINVTSALNKNVILNTI -K 296 
LS REFTTECRWPRSQNNNWK LFCNRF E YDKKRKVLYVKLHNVISALNKNY EFNTIFLM 302 


же ox жж, 


жж, ЖЖЖ жж ck Ж, ebook жж, Ж, 


L$K, 


图 5 杆 状 病毒 p35 ЕНИЯ ЖЕ Ы АЛУ Er 
Fig. 5 Homology analysis of the p35 amino acid sequence of baculovirus 
HC. T3. AC. НА. SL. 18: HycuNPV p35. BomoNPV T3 р35- AucaNPV р35- HearNPV р35- SpliNPV р35- 


LeseNPV p35 蛋白 氨基 酸 序 列 





HC. T3. АС. НА. SL: LS: Amino acid sequence of HycuNPV р35. BomoNPV ТЗ p35; AucaNPV p35, HearNPV 


p35, SpliNPV p35, LeseNPV p35 
3 讨论 


杆 状 病毒 中 存在 两 类 不 同 的 细胞 凋 亡 抑制 基 
因 ， 一 种 是 编码 分 子 量 为 35 kD ЕНЕ? p35 ÆA, 
另 一 种 是 编码 细胞 凋 亡 抑制 重 白 的 гар 基因 ， 研 究 
表明 这 两 种 基因 分 别 作用 于 细胞 润 亡 过 程 的 不 同 阶 
段 ， 阻 抑 细胞 凋 亡 的 机 制 也 存在 差别 《Manji et 
al.. 1997). В p35 基因 在 杆 状 病毒 中 具有 一 定 
的 保守 性 ， 但 并 非 所 有 杆 状 病毒 均 具 有 p35 基因 ， 
在 GenBank 所 登录 的 完整 NPV 基因 组 中 ， 舞 毒 蛾 
核 型 多 角 体 病毒 CLydiNPV. Lymantria dispar nucle- 
opolyhedrovirus，GenBank，AF081810)、 黄 杉 毒 蛾 核 
型 多 角 体 病毒 COmsNPV. Orgyia pseudotsuyata nu- 
cleopolyhedrovirus GenBank. 10759302. AH ЗЕ BOMUE 
型 多 角 体 病毒 CSpexNPV. Spodoptera exigua nucle- 
opolyhedrovirus. GenBank. NC-0021690. ЗУ ӘЖ 
核 型 多 角 体 病毒 《EppoNPV， Epiphyas postvittana nu- 
cleopolyhedrovirus， GenBank. М№С-003083 2. ^ 3 WR 
颗粒 体 病毒 CPIxyGV. Plutella xylostella granulovirus» 
GenBank，AF270937)、 八 字 地 老虎 颗粒 体 病毒 
С XecnGV, Xestia c-nigrum granulovirus» GenBank: 


АЕ162221) 的 基因 组 中 就 未 发 现 该 基因 的 同 源 序 





列 ， 而 在 这 些 核 型 多 角 体 病毒 中 ， 存 在 着 与 p35 基 
dh, EB TAL Aj 3 288 CMEA гар 基因 ， 因 
能 在 进化 过 程 中 ， 这 些 NPV 的 p35 基因 无 需 

P. 

带 有 功能 缺失 的 p35 基因 的 AucaNPV 突变 系 
接种 SF-21 细胞 后 12 ~ 24 h 之 间 引 起 大 量 细胞 油 
È, MÆR TN-368 MENAI (Hershberger et al.» 
1992); 缺失 p35 基因 的 BomoNPV T3 感染 BmN 细 
胞 时 ， 可 诱发 类 似 细 胞 凋 亡 的 现象 ， 但 仍 有 相当 数 
量 的 细胞 能 充分 支持 病毒 的 复制 《Kamita et al.» 
1993)。HycuNPV p35 基因 与 BomoNPV T3 p35 基 
在 核 苷 酸 水 平 上 有 99.9% НЕЗ, (АЕ Ж 
平 上 的 同 源 性 达 99.7%， 且 p35 发 挥 功能 必需 的 
C- 末 端 12 个 氨基 酸 残 基 完 全 同 源 ， 病 毒 诱导 的 宿 
XE Caspase 在 p35 E A ERIA D С ERF 
(Bertin et al.» 1996). p35 蛋白 抑制 细胞 凋 亡 的 活 
力 与 p35 重 和 白 的 切割 效率 有 关 《〈《Morishima et al.» 
1998 )， 鉴 于 本 测序 样本 HycuNPVp35 基因 与 
BomoNPV T3 p35 基因 在 核 苷 酸 水 平 的 差异 导致 的 
氨基 酸 差异 可 能 对 p35 蛋白 的 功能 并 非 至 关 重 要 ， 
推测 HycuNPV p35 蛋白 的 功能 及 抑制 细胞 凋 亡 的 能 
7] 5 BomoNPV T3 p35 ЖАИ. 
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